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서      론
  생물학의 발전과 함께 생물현상은 수많은 유전자들의 역
동적인 작용의 결과임이 제시되고 있다. DNA 마이크로어
레이는 수천∼수만 개 유전자의 발현 수준을 동시에 포괄
적으로 조사할 수 있도록 해주는 고효율 분석 도구로 이미 
자리를 잡고 있다(1). 발암기전이나 예후를 예측하는 암 관
련 연구(2∼4)뿐 아니라, 생태학(5), 독성학(6) 등 많은 분야에
서 다양하게 활용되고 있다. DNA 마이크로어레이를 이용한 
암 관련 연구로는 1) 종양의 유전학적 성상(molecular 
signature)과 생물학적 특성(tumor biology)을 이해하는 기본 
자료를 제공하며, 2) 암의 정확한 진단 및 아형의 구분과 발견
을 용이하게 한다. 3) 또한 암의 진행과 예후에 관련된 유전학
적 정보를 근거로 하여 예후를 예측하고 치료의 기준을 선정
하는 임상에의 응용이 가능하게 된다. 4) 이와 같이 발굴된 
분자생물학적 표지자들의 기능이 밝혀지면서 이들을 치료제 
개발의 목표로도 이용할 수 있는 다양한 분야가 있다(7∼12).
  그러나 이와 같은 많은 정보를 주고, 다양한 연구 분야에 
이용될 수 있는 장점이 있는 반면, 그 결과를 이해하고 정확
히 분석하여 유용한 정보를 얻기 위해서는 많은 기술적, 생
물학적, 및 통계학적 문제점을 해결하여야 한다. 마이크로
어레이 실험도 여타 생물학 실험과 마찬가지로 실험 설계
가 우선되어야 하는데, 실험 설계는 실험 목적에 의존적일 
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  Purpose: The cDNA m icroarray has becom e a useful
tool for observing the expression of thousands of genes
simultaneously. However, obtaining good quality m icro-
array data is not easy due to the inherent noise at various 
stages of the experim ent. Therefore, it is essential to  
understand the source of the variation in the microarray
experim ent and its size as an initial step of the data  
analyses.
  Materials and Methods: The total RNA extracted from
HT-1080 fibrosarcoma and normal rat tissues were hybri-
dized to the cDNA m icroarrays with 0.5 K human and 5  
K rat genes, respectively. A homotypic reaction and dye  
swap experim ents were used to identify the sources of 
the variation.
  Results: The relative fluorescent intensities of the 
microarray, if unnormalized, have a large variation, parti-
cularly in the lower intensity region. The distribution of 
the log intensity ratios also exhibit some departure from
a band around zero, which is the distribution pattern  
expected when the majority of genes in the microarray are
not regulated. Norm alization of the log ratios is usually  
required as a means of preprocessing the data. We claim
that a within-print tip group, an intensity-dependent 
normalization through a loess fit adjustment will be useful
for this purpose, particularly in the initial stages of the 
m icroarray experim ent.
  Conclusion: For proper data analysis, an understanding
the source of the variation and preprocessing of data with
a suitable norm alization method will be important. It is  
important to have an interactive cooperation between a  
researcher and a statistician from the early stages of the
study design and to the final stages of data analysis. 
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뿐 아니라, 분석 방법을 염두에 두고 결정되어야 한다. 또한 
마이크로어레이는 실험의 속성상 여러 단계를 거치며 매 
단계마다 실험 오차가 발생할 여지가 많고, 일반적으로 오
차가 많은 실험이라고 할 수 있다. 여러 단계에서 누적된 
오차는 통계 분석을 어렵게 하는 한 요인이 된다. 그러나 
이보다 더 통계학자들을 “당혹”스럽게 하는 것은 수천 수만 
개의 유전자중에서 불과 몇 개를 선별하여야 하는데 분석
대상의 관찰치를 구성하는 마이크로어레이는 불과 수십 개
에 불과한 이른바 “큰 p, 작은 n”의 문제를 구성하고 있다는 
점이다. 여기서 p는 설명변수(유전자)의 개수이고, n은 관찰
치(마이크로어레이)의 개수를 나타내고 있다. 전통적으로 
통계학자들은 “큰 n, 작은 p” 자료를 주로 다루어 왔으나 
마이크로어레이 자료가 대표적인 “큰 p, 작은 n” 자료를 구
성하고 있다. 따라서 마이크로어레이 실험 자료의 통계적 
분석은 통계학자들에게도 새로운 도전이 되고 있다(13).
  이 연구에서는 국내실험실에서 많이 사용하고 있는 
cDNA 마이크로어레이에 국한하여 지난 2년간 필자들이 초
기 실험과정에서 경험하였던 실험 설계와 표준화의 필요성
에 대하여 개관하고, 실제 실험 자료를 사용하여 설명하고
자 한다. 
재료 및 방법
    1) 세포주 배양 및 RNA 추출 
  ATCC (Rockville, MD)에서 구입한 HT-1080 fibrosarcoma 
세포주를 사용하였다. 기본 배지인 minimum essential media 
(GIBCO, Grand Island, NY)에 10% 우태아 혈청(fetal bovine 
serum; Commonwealth Serum Laboratories, Melbourne, Aus-
tralia), penicillin (100 U/ml; GIBCO)과 streptomycin (100μg/ 
ml; GIBCO)을 첨가하여 사용하였다(14). 5% CO2의 존재하에 
37oC 항온 배양기에서 배양하며 세포가 배양용기의 95% 이
상 자라게 되었을 때 세포를 수확하여 Trizol (InVitrogen Co., 
Carlsberg, CA)을 이용하여 total RNA를 추출하였다. Rat chip 
실험을 위하여 정상 rat의 간, 폐, 심장, 비장, 신장, 위장 등의 
장기를 적출하여 -80oC에 보관하였다. 조직의 경우는 액체
질소하에 조직이 얼어있는 상태에서 막자사발을 이용하여 
분쇄 후 세포주와 동일한 방법으로 RNA를 사용하였다. Total 
RNA의 양과 질은 Gene spec I spectrophotometer (Hitachi, Inc., 
Tokyo, Japan), 전기영동 및 Bioanalyzer (Agilent, Inc., Palo 
Alto, CA)를 이용하여 확인하였다.
    2) cDNA microarray 실험
  cDNA microarray는 480개의 인간 유전자가 점적되어있는 
cDNA microarray (CMRC-GT, Seoul, Korea)와 5,000개의 rat 
유전자가 점적되어 있는 rat chip (Genomic Tree Co., Daejeon, 
Korea)를 사용하였다. Microarray 실험은 연세의대 암전이연
구센터에서 확립한 protocol에 따라 시행하였다. 간단히 설
명하면, 50μg의 total RNA를 역전사과정을 통하여 대조군
에는 Cy-3를, 실험군에는 Cy-5를 표지시키는 probe를 제작
한 후, 칩위에 동시에 보합시켰다. Probe를 제작하기 위하여 
400 units의 SuperScript II (GIBCO), 3 ml Cy5-dUTP (or Cy-3 
dUTP), 1.5 ml의 dATP, dCTP 와 dGTP, 0.6 ml dTTP, 6μl의 
5X first-strand buffer, 4 ug의 modified Oligo-dT primer를 total 
RNA와 같이 혼합하여 42°C에서 2시간 동안 반응시켰다. 
반응이 끝나고 역전사가 되지 않은 nucleotide는 PCR 
Purification Kit (Qiagen, Valencia, CA)을 이용하여 제거하였
다. 준비된 probe는 20μl의 1μg/μl Human Cot1 DNA 
(GIBCO), 2μl의 10μg/μl polyA RNA (Sigma, St. Louis, 
MO), 288μl의 1M TE buffer와 혼합한 뒤, Microcon-30 tube 
(Millipore, Bedford, MA)을 사용하여 농축하였다. 48μl로 농
축된 probe를 10.2μl의 20 X SSC와 1.8μl의 10% SDS와 혼
합한 후, 95°C에서 2분간 가열하고 13,000 r.p.m.으로 2분간 
원심분리 후 준비된 cDNA microarray 위에 보합작용을 시
켰다. 칩은 비특이적 보합작용을 막기 위하여 10 mg/ml 
BSA, 3.5×SSC, 0.1% SDS solution 내에서 2시간 동안 반응
을 시킨 뒤 사용하였다. 65°C에서 16시간 동안 보합작용을 
시킨 후, 다음과 같이 4회 수세를 하였다(2×SSC 10분, 
0.1% SDS 10분, 0.1×SSC 10분간 2회). 수세가 끝나고 600 
r.p.m.으로 5분간 원심분리하여 말린 후 GenePix 4000B 
(Axon Ins., Foster City, CA) scanner를 이용하여 image를 얻
고, 그 영상자료는GenePix Pro3.0 (Axon Inc.)를 이용하여 기
본 자료로 전환되었다.
    3) 상동 실험(Homotypic experiment)
  같은 RNA 시료에 cy3와 cy5를 표지한 후 관찰한 실험을 
1：1 상동실험 (homotypic experiement)이라 한다. cDNA 마
이크로어레이 실험에서 여러 가지 변동원의 실체와 크기를 
파악하고, 표준화에 대한 필요성을 알아보기 위해 0.5 K 마
이크로어레이에 인간 섬유육종 세포주인 HT-1180RNA를 
사용하여 1：1 상동 실험을 실시하였다. 또한 5 K의 rat 유
전자가 점적되어있는 마이크로어레이를 이용하여 쥐의 정
상 조직 pool을 이용하여 1：1 상동으로 보합실험을 시행하
였다. 이 때 0.5 K 마이크로어레이는 4개의 프린트 팁을 사
용하여 점적하였고, 5 K의 경우에는 16개의 프린트 팁을 사
용하였다.
    4) 복제 관찰 실험
  복제관찰의 중요성을 확인하기 위하여 0.5 K 마이크로어
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레이에 HT-1080 RNA를 이용하여 두 조의 실험을 시행하였
다. 제1조 실험은 기술적 복제 관찰치 세 개를 둔 것으로, 
Total RNA를 세 개의 뱃치로 나누어서, 각 뱃치로 부터 
cDNA를 역전사하였고, 각각 다른 날, 같은 조건하에서 보
합시켰다. 제2조 실험에서는 반복측정에 가까운 수준으로, 
동일 RNA를 한번의 역전사작용을 시킨 후, 이를 세 뱃치로 
나누어서 제1조와 같은 조건하에서 같은 시간에 보합시켰
다. 
    5) 영상자료 분석
  cDNA 마이크로어레이 실험 자료 분석의 첫 단계로, 이후 
계속하여 진행되는 data preprocessing과 실험의 원 목적인 
특이 유전자 발현 검색, 군집 분석 등에 많은 영향을 미칠 
수 있는 중요한 단계이다. 실험이 끝난 어레이는 스캐너에 
의하여 각 스팟에서 적색과 녹색 형광 강도를 계측하고, 그 
두 색의 형광 강도는 점적된 DNA와 두 시료가 각각 보합된 
정도를 나타낸다. 한 개의 스팟은 200∼400개의 픽셀(pixel)
로 구성되고, 스캐너의 PMT (photomultiplier tube)가 픽셀 단
위에서 방출된 광자를 전자로 바꾸고, 이어 A/D (analog to 
digital) 변환기에 의하여 전자는 0∼65535 (216∼1) 사이의 
숫자로 전환한다. 이 때 대표값으로서는 극단치 등을 고려
하여 평균보다는 중위수(median)가 선호된다. 즉, Cy-3dUTP
에 의한 녹색염료의 강도는 G (green intensity)=Gfg (fore-
ground)-Gbg (background)로, Cy-5dUTP에 의한 적색염료의 
강도는 R (red intensity)=Rfg-Rbg로 나타낸다. 스캐너에 의
하여 처리되는 영상자료의 분석은 각 스팟의 위치 확인, 전
경과 배경 분할(segmentation of foreground and background) 
및 강도 추출의 세 단계를 거치게 된다(15). 이 세 단계 모두
에서 어떠한 기준을 사용하느냐에 따라 오차를 조절할 수 
있고, 최근에는 마이크로어레이 제작의 기법이 발달하여 
재현 가능한 양질의 칩과 자동화된 스캐너를 사용함으로써 
여기서 발생되는 오차도 많이 감소하였다.
    6) M-A plot 및 표준화
  하나의 마이크로어레이에 p개의 유전자가 점적되어 있
을 경우 p개의(R, G)를 관찰하게 되고, 이를 이차원 평면에 
점산도로써 나타내면 Fig. 1의 R vs G plot가 된다. 그런데 
R, G 각각에 로그를 취하면 강도가 낮은 지역에서의 R, G간
의 행태를 더 자세하게 알 수 있다. 또한 로그로 변환한 상
대 강도 M=log2 (R/G)과 로그로 변환한 두 염료 강도의 평균 
A=log2 R+log2G/2를 이용한 M-A 그림은 log2 (R) vs log2 
(G)을 시계 반대 방향으로 45도 틀어 놓은 M-A 그림이다. 
스팟의 이상점 식별이나 상대강도가 강도 의존적으로 변하
는 형태를 잘 나타내주므로 표준화를 설명하는 데 유용하
여 본 논의뿐 아니라 많은 마이크로어레이 자료 분석에는 
M-A 그림이 사용되고 있다(Fig. 1). 실험자료에 따른 표준
화 방법간의 차이를 관찰하기 위하여 global normalization, 
intensity dependent normalization, within-print tip group in-
tensity-dependent normalization을 시행하였다(15∼18).
결      과
    1) 마이크로어레이 실험방법과 발생 가능한 오차
  마이크로어레이 실험의 결과에서 생길 수 있는 가장 기본
적인 오차는 마이크로어레이 슬라이드의 제작에 있다. 즉, 
많은 수의 유전자를 좁은 공간에 동일한 양의 유전자를 일
정하게 점적하여야 하는데, 유전자 크기나 특성이 다른 수
천 수만 개의 유전자 클론을 처리하여 오차가 없이 양질의 
Fig. 1. Comparison of scatter plots between “R vs G” and “M-A” 
plots using a homotpyic experiment of 0.5 K microarray. 
The M-A plot is useful in identifying outliers and detecting 
intensity dependent patterns in the log ratios.
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마이크로어레이를 제작하기는 매우 어렵다. 다행히 robotics
의 발달로 최근 2년간 그와 같은 오차는 많이 줄어들고 있
다.
  마이크로어레이 실험의 기본 원칙은 두 가지 RNA를 다
른 색으로 표지시켜(labeling) 많은 유전자가 점적되어 있는 
유리 슬라이드 위에 보합작용을 시킨 뒤, 그 상대적인 발현
을 비교 분석하는 것이다. 우선 추출된 RNA를 역전사
(reverse transcription)과정을 거쳐서 표지하게 되는데, 이 때 
사용되는 표지자로는 각각 녹색과 적색의 형광을 띠는 
Cy-3dUTP와 Cy-5dUTP를 사용하게 된다. 이 과정에서 역전
사된 RNA 양과 얼마만큼의 RNA가 역전사되는 지와 그 중 
어느 정도의 RNA가 표지되는지를 정확하게 알 수는 없다. 
또한 사용되는 두 가지 표지자의 크기와 표지 효율이 틀리
므로 표지가 끝난 후 마이크로어레이 실험에 사용된 정확
한 양을 예측하기 어렵다. 이와 같이 표지된 두 가지 시료는 
슬라이드 위에 점적되어있는 유전자와 두 시료 간의 경쟁
적인 보합작용을 하게 되는데, 그 정도 또한 정확히 수치화
할 수는 없다. 보합작용이 끝난 슬라이드를 스캐너를 이용
하여 image를 얻고 그 형광의 정도에 근거하여 그 결과를 
수치화하는 과정에서도 유전자가 점적되어 있는 스팟과 주
변 background의 결정을 어떻게 하느냐에 따라 많은 오차가 
유발될 수 있다. 
    2) Data preprocessing: 표준화(normalization)
  전술한 바와 같이 상대강도에 영향을 미치는 체계적 변
동원은 다양하며 그중 대표적인 예가 1) 녹색 형광 염료가 
적색 형광 염료보다 강도가 높은 경향이 있고, 2) 유전자를 
점적하는 프린트 팁마다 점적되는 양이 다를 수 있으며, 3) 
어레이의 어느 지역에 점적되었느냐에 따라 강도가 변하는 
이른바 공간효과가 나타나고 있다. 이러한 체계적 효과는 
비교 대상이 되는 RNA 시료 간 차이와는 무관하게 발생하
므로, 자료에 적절한 변환을 취하여 제거하는 data pre-
processing 과정이 필요하고, 그중 가장 대표적인 방법이 표
준화 과정이다. 이와같이 실험의 목적이 되는 비교 대상 시
료간의 차이 이외에 여타의 체계적 변동원을 제거하여 어
레이간 비교를 가능케 하고자 함이 표준화의 목적이다.
  대부분의 표준화 방법은 전체 p개의 유전자 중 특이 유전
자의 비율이 작거나, 혹은 그 비율이 어느 정도 수준이라 
하더라도 상향 조절된 유전자와 하향 조절된 유전자의 비
율 및 크기가 유사하다는 가정 아래 시행한다. 따라서 전체 
유전자를 대상으로 한 M-A 그림은 M=0을 중심으로 한 점
산도를 나타낼 것이라는 것을 전제로 하고 있고 다양한 방
법들이 제시되고 있다(16∼18).
    3) Global normalization
  가장 단순한 방법으로서 p개의 M값의 중위수[median 
(M)]를 0으로 조정하는 방법이다. 이는 p개의 M값 각각에
서 median (M)을 빼주면 된다. 이러한 전체 중위수 조정법
은 Fig. 1과 같이 강도 의존적 추세를 보이는 경우, M-A 그
림의 추세선만 위로 수직 이동한 결과(Fig. 2)가 되고, 애초
에 의도하였던 M=0을 중심으로 한 일정한 간격의 띠 형태
와는 거리가 있어 적절한 표준화 방법이 되지 못한다. 즉, 
Fig. 2의 자료에서 전체 중위수는 -0.251로 계산되는데 이
를 480개 모든 M값에다 일률적으로 빼주면 Fig. 2에서 보듯
이 결국 곡선의 추세선을 위로 수평 이동하는 결과가 되고, 
애초에 의도하였던 M=0을 중심으로 한 일정한 간격의 띠 
형태와는 거리가 있게 된다. 
    4) Intensity dependent normalization
  두 번째 방법은 Fig. 1과 같이 강도가 낮은 지역에서는 
M값이 낮게 나타나는 이른바 “강도 의존적” 현상이 나타날 
때 사용하는 방법으로서, 비모수적 추세선을 적합하여 그 
추세선을 M=0와 일치하도록 각각의 M값에 적당한 상수를 
더하거나 빼주는 방법이다. 이러한 추세선은 lowess (locally 
weighted smoothing scatter plot) 적합법(18)을 통하여 구할 
수 있으며, 실제로 Fig. 3에서 곡선으로 나타난 추세선이 
lowess 적합을 통하여 얻어 졌다. 이 추세선을 M=0으로 끌
어 당기거나 끌어 내리기 위하여 추세선 각 점에다 적당한 
값을 더하거나 빼주면 된다.
Fig. 2. Global normalization through the median adjustment using 
a 0.5 K microarray. Global methods adjust so that the new 
median is equal to zero. Black and orange circles denote 
M values before and after normalizations, respectively. 
Even after the normalization the nonlinear trend of the log 
ratios still exist and overall pattern is far from a band 
around M=0.
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    5) Intensity dependent, print tip normalization with 
loess method
  세 번째 방법은 강도 의존적 lowess 적합 방법을 각 프린
트 팁별로 적용하는 것으로 프린트 팁에 의한 공간 효과와 
강도 의존적 추세를 동시에 보정하여 주는 방법이다. 프린
트 팁에 의한 공간 효과와 강도 의존적 추세가 일반적 현상
이고, Fig. 4에서도 4개의 프린트 팁별로 lowess 적합선을 
추정하였는데 이 네 개가 모두 일치하는 것이 아니므로 프
린트 팁별로 lowess 적합을 통한 보정이 바람직하다. 일부 
실험자들은 강도가 “낮은” 스팟을 분석에서 제외하기도 한
다. 가령 Fig. 4에서 “낮은” 강도의 스팟을 제거하여도 프린
트 팁별로 추세선이 일치하지 않고, 또한 “중간” 강도 수준
에서도 비선형 추세가 관찰되므로 프린트 팁별 lowess 보정
을 통한 표준화가 전체 중위수 표준화보다 더 효율적이다. 
Fig. 3의 전체 강도 의존적 보정 방법을 사용하여 표준화한 
결과와 Fig. 4의 프린트 팁별 강도 의존적 보정으로써 표준
화를 실시함 M-A 그림은 큰 차이가 없어 보인다. 그러나 
Fig. 5의 상자그림을 보면 표준화 이전, 전체 강도의존적 표
준화 이후, 프린트 팁별 강도 의존적 표준화 이후 각각의 
경우에서 M값의 프린트 팁별 상자 그림을 살펴보면 두 표
준화 방법 간의 차이는 확연해진다. 전체 강도 의존적 방법
의 결과는 전체 중위수를 0에 가깝게 만들어 놓았을 뿐 프
린트 팁에 의한 공간 효과는 제거하지 못한 반면(Fig. 5B), 
프린트 팁별 강도 의존적 방법은 4개 프린트 팁에 의해 구
성된 4개 블록의 중위수를 모두 0에 일치시킴으로써 공간 
효과도 함께 제거한 것을 알 수 있다(Fig. 5C). 현재 상용 
중인 스캐너의 사용 프로그램에서는 전체 중위수 보정에 
의한 표준화 절차가 있을 뿐 프린트 팁별 loess 보정을 통한 
표준화 방법은 제공되지 않는다. 프린트 팁별 loess 보정의 
표준화 절차는 S+나 MATLAB 등과 같은 계산 전용 소프
트웨어를 이용하여 쉽게 전산 코드화할 수 있다.
  또한 5 K 랫드 유전자가 점적된 마이크로어레이를 사용
하여 초기 실험을 하였을 때에도, Fig. 6에서 볼 수 있듯이 
낮은 강도에서 곡선의 추세선이 관찰되었으며, 어레이의 
오른쪽 끝 블록들이 다른 블록들과 구별되는 양상을 보이
는 주변 효과도 관찰되었다. 이는 어레이 제작 시 프린트 
팁이 4, 8, 12, 16에 해당하는 오른쪽 끝에 위치한 4개의 블
록에서 다른 프린트 팁과 구별되는 양상을 보이기 때문이
다. 이런 경우 프린트 팁별로 lowess 추세선이 일치하지 않
으므로 표준화 방법으로 프린트 팁별 강도 의존적 방법을 
사용하는 것이 바람직함을 확인할 수 있다.
    6) 복제 관찰치의 종류와 의미
  복제 관찰치(replicate)는 관심 대상의 성질을 여러 개의 
독립적 개체로부터 관찰한 것을 말하며, 반복측정치(re-
peated measure)는 관심 대상의 성질을 한 개체에서 여러 번 
관찰하는 것을 의미한다. 마이크로어레이 실험 변동원은 3
개층으로 분류해 볼 수 있다. 첫 번째가 생물학적 변동으로 
실제 종양이나 개인간 차이를 나타내는 것이고, 두 번째가 
기술적 변동으로 RNA를 추출하거나, 표지, 보합과정에서 
Fig. 3. Intensity-dependent normalization using lowess. First the 
lowess fitting curve (solid line in the black circles) is 
obtained using S+ software and then a constant is added 
or subtracted to each point so that the solid line is aligned 
at M=0. Black and orange circles denote M values before 
and after normalizations, respectively.
Fig. 4. Within-print tip group intensity-dependent lowess curves 
and normalization. Four lowess fit curves corresponding to 
four print tips show some inconsistency, which suggests 
the normalization of the separate intensity-dependent loess 
fit adjustment for each print tip group. Black and orange 
circles represent M values before and after normalizations, 
respectively. One may not find a big difference between 
this fig. and Fig. 3 Box plots of Fig. 5 detect the difference 
between these two normalization methods.
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생기는 변동이고, 세 번째가 계측오차로 먼지 등에 의하여 
생길 수 있는 형광 신호의 해독과 관련된 변동이다. 생물학
적 복제 관찰치와 기술적 복제 관찰치를 두는 것은 각각 
개인 간 변동과 개인 내 변동을 고려하기 위함이고, 반복 
관찰치를 두는 것은 계측오차를 줄이기 위함이다. 최근에
는 기법의 발달로 계측오차로 인한 변동이 많이 줄어들어, 
처음 두 단계의 변동이 주 관심사이며 그 두 가지 변동을 
해결하는 기본적인 방법으로 복제실험과 복제 관찰치의 중
요성이 많이 제시되고 있다. 초파리의 transcriptome의 변동
원을 밝히는 실험에서 군당 생물학적 복제관찰치를 6개로 
두었으며, 동 논문의 Fig. 2는 복제관찰치를 적게 두었을 때 
생길 수 있는 오류의 가능성을 극명하게 보여주고 있다
(19).
  이 연구에서는 동일 RNA를 나누어 실험한 1조와 역전사
가 끝난 cDNA를 나누어 실험한 2조 실험 결과를 이용하여 
복제관찰치의 재현성을 확인하였다. 각각의 세 개 복제 관
찰치들 간의 재현성은 Table 1의 스피어만의 순위 상관 계
수로써 나타낼 수 있으며 제1조 실험이 제2조 실험보다 재
현성이 떨어지는 것을 확인할 수 있다. 따라서 기술적 복제 
관찰치를 두는 것이 반복측정치 수준의 복제 관찰치를 두
는 것보다 더 큰 변동을 유발함을 확인하였다. 마이크로어
레이 자료가 정규분포에서 이탈된 분포를 보이기 때문에 
재현성의 측도로는 피어슨 상관계수 대신에 스피어맨의 순
Fig. 5. Three box plots of log ratios (M) before normalization, intensity-dependent normalization and within-print tip group 
intensity-dependent normaization, respectively. Note that medians (white bars in boxes) are deviated from M=0 at (B), whereas 
these four medians are aligned at M=0 at (C).
Table 1. Comparison of reproducibility measured in terms of 
Spearman's rank correlation among three replicates in 
two replicate sets 
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ
Set 1 Set 2
Array ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ      ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
2 3 2 3
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
  1 0.846 0.837 0.90 0.903
  2 0.829 0.863
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
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위상관 계수를 사용하였다.
고      찰
  cDNA 마이크로어레이 실험은 전술한 바와 같이 여러 단
계를 거치며 각 과정마다 오차가 개입될 수 있으므로 우선 
적절하게 설계된 초기 실험에서 각 단계별 오차의 크기를 
파악하고, 그 유형과 의미를 파악하는 것이 중요하다. 우선 
마이크로어레이 실험을 통하여 해결하려는 생물학적 질문
을 통계적 질문으로 전환하는 과정이 있어야 한다. 이 과정
에서 각 단계별 오차를 줄일 수 있는 실험설계 및 분석방법 
선정이 필수적이므로 통계전문가와 미리 상의하고, 진행 
과정에서 지속적인 의견교환이 바람직하다.
  복제관찰치의 크기를 어느 수준으로 하여야 하는가는 아
직 미해결의 문제로 남아있다. 일반적으로 표본크기 n은 검
색하고자 하는 차이(δ), 제1종 오류의 확률(α), 제2종 오류
의 확률(β), 그리고 관찰치의 분산이 주어졌을 때 결정된
다. 그러나, 한 마이크로어레이에 점적되어 있는 수천∼수
만개의 유전자들의 발현 정도의 분산이 일정하지 않고, 그 
크기가 또한 알려져 있지 않으므로 현재까지의 이론으로 
n을 계산하는 것은 어렵다(16,20,21).
결      론
  cDNA 마이크로어레이 실험은 여러 단계의 과정을 거치
고, 매 단계마다 오차가 개재될 수 있으므로, 재현성 있는 
실험 결과를 얻기까지는 상당한 시간이 소요되는 실험이
다. 초기 실험에서는 변동원과 그 크기를 파악하는 것이 매
우 중요하고, 이를 위하여 1：1 상동 실험과 복제관찰 실험
을 시행하여야 한다. 이러한 과정에서 적절한 표준화가 필
Fig. 6. M-A plots of 5 K rat cDNA microarray. (A). Black and orange circles denote M values before and after within-print tip group 
intensity-dependent normalizations. (B) and (C) represent box plots of M values with respect to 16 print tips before and after 
within-print tip group intensity-dependent normalizations. We may note in (B) that print tips corresponding to 4, 8, 12 and 16 
yield lower M values relative to the other print tips. These four blocks are located at right edges of the array and thus this effect 
is referred to as the edge effect, a special type of the spacial effect.
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요하며 표준화과정은 S+통계소프트웨어를 통하여 생물학
자도 구현할 수 있다. 그러나 자료에 따른 적절한 표준화법
을 선정하는 것이 매우 중요하고 또한 실험의 원하는 결과
를 효과적이고 정확하게 얻기 위하여, 실험의 설계부터 분
석방법 등의 모든 과정에서 통계학자와 생물학자간의 긴밀
한 협조와 상호이해가 필요하며, 생물학적 중요성과 통계
적 유의성을 함께 고려하여 결론을 유도하는 지혜가 요구
된다.
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